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Protein Phosphatase 4 Promotes Chromosome Pairing and Synapsis, and
Contributes to Maintaining Crossover Competence with Increasing Age
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Optimal P  values for the 24 h and 72 h distributions were found by minimizing the sum of squared differences between the observed DAPI body counts and the
predicted counts given the value of P . Adjusting for these values of P  gave predicted chiasma distributions that more closely match the observed DAPI
body numbers.
Quantitation of SUN­1 and transition zone lengths.
The percent of gonads positive for crescent­shaped nuclei and for SUN­1:Ser8P staining was calculated by taking transition zone entry as a start point (or the first
gonad column with a majority of nuclei positive for SUN­1:Ser8P staining, in gonads that lacked transition zone nuclei), and measuring the length to the point in the
gonad where more than half the nuclei in a column are positive for crescent­shaped nuclei or SUN­1:Ser8P. This distance is divided by the entire meiotic length (from
the start point to the beginning of cellularization).
Supporting Information
Figure S1.
Expression of PPH­4.1 protein and qRT­PCR analysis of pph­4.1 transcription. (A) PPH­4.1 protein was absent in homozygous mutant adult lysates derived from
heterozygous parents, indicating no maternal PPH­4.1 proteins remain at detectable levels in homozygous mutant adults. All PPH­4.1 proteins carrying point
mutations were expressed at wild type levels. Western blot using lysates of 30 worms prepared from the indicated strains was probed with PPH­4.1 antibodies. A
cross­reacting band is indicated by an open triangle. (B) Since we observed that the meiotic defects worsen with age in pph­4.1 mutants, we considered the
possibility that younger homozgous mutants still carry maternal deposits of pph­4.1 mRNA from heterozygous parents whereas older homozygous mutants run out of
this pool and thus show a more severe phenotype. To examine this possibility, we performed qRT­PCR analysis. qRT­PCR 30 demonstrates only a negligible
retention of pph­4.1 mRNA in pph­4.1 homozygous mutants. Younger pph­4.1 mutants did not contain more pph­4.1 mRNA than older pph­4.1 mutants. Two primer
sets were used to determine the relative levels of mRNA in animals homozygous and heterozygous for pph­4.1(tm1598). Statistical significance was assessed by a
one­way ANOVA. Between­sample comparisons (Tukey's multiple comparisons test) of values obtained from primer set 4 demonstrated no significant difference
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Figure_S1.eps
Expression of PPH­4.1 protein and qRT­PCR analysis of pph­4.1 transcription. (A) PPH­
4.1 protein was absent in homozygous mutant adult lysates derived from heterozygous
parents, indicating no maternal PPH­4.1 proteins remain at detectable levels in
homozygous mutant adults. All PPH­4.1 proteins carrying point mutations were expressed
at wild type levels. Western blot using lysates of 30 worms prepared from the indicated
strains was probed with PPH­4.1 antibodies. A cross­reacting band is indicated by an
open triangle. (B) Since we observed that the meiotic defects worsen with age in pph­4.1
mutants, we considered the possibility that younger homozgous mutants still carry
maternal deposits of pph­4.1 mRNA from heterozygous parents whereas older
homozygous mutants run out of this pool and thus show a more severe phenotype. To
examine this possibility, we performed qRT­PCR analysis. qRT­PCR 30 demonstrates
only a negligible retention of pph­4.1 mRNA in pph­4.1 homozygous mutants. Younger
pph­4.1 mutants did not contain more pph­4.1 mRNA than older pph­4.1 mutants. Two
primer sets were used to determine the relative levels of mRNA in animals homozygous
and heterozygous for pph­4.1(tm1598). Statistical significance was assessed by a one­
way ANOVA. Between­sample comparisons (Tukey's multiple comparisons test) of values
obtained from primer set 4 demonstrated no significant difference between 24 h and 72 h
post­L4 for either homozygous or heterozygous mutants, while the difference between
homozygous and heterozygous mutants at the same timepoint was significant (p<0.01).
Primer set 5 gave results similar to set 4. (C) The location of qRT­PCR primers are shown
superimposed on the pph­4.1 gene structure.
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between 24 h and 72 h post­L4 for either homozygous or heterozygous mutants, while the difference between homozygous and heterozygous mutants at the same
timepoint was significant (p<0.01). Primer set 5 gave results similar to set 4. (C) The location of qRT­PCR primers are shown superimposed on the pph­4.1 gene
structure.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s001
(EPS)
Figure S2.
Pairing in pph­4.1 mutants. (A) The pairing centers of chromosomes I and IV, detected with staining against the protein ZIM­3, are often mispaired in early pachytene
pph­4.1 oocytes (right) in contrast to wild­type cells (left). (B) The right end of the X chromosome, detected by FISH, also achieves high levels of pairing in pph­4.1
mutants. Bars show the mean value of the individual data points (black squares). Three gonads were scored for each genotype. The numbers of nuclei scored for
zones 1, 2, 3, 4, and 5 are as follows: for wild­type, 144, 103, 208, 214, and 134; for pph­4.1, 111, 140, 123, 118, and 115. (C) The higher rate of X pairing in early
prophase persists into diakinesis. 75 nuclei from pph­4.1 animals at 24 h post­L4 were scored using FISH to detect the X chromosome and chromosome V. The
numbers of paired and unpaired chromosomes are shown. The frequency of X chromosome bivalency at diakinesis is significantly higher than that of chromosome V.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s002
(EPS)
Figure S3.
Synaptic configurations of wild­type and pph­4.1 mutants visualized with 3D­SIM. A, Wild­type nuclei in both early and late pachytene are fully synapsed into six pairs
in all ten measured nuclei of each stage. B, pph­4.1 mutant nuclei display varying degrees of visible synaptic aberration, indicated by diagrams below each nucleus
based on manual tracing. Nine out of ten nuclei in the early pachytene region, and six out of ten nuclei in the late pachytene region, show presumptive foldback
synapsis (short SCs) or multivalent synaptic configuration. The top left early pachytene nucleus, and the top and bottom left late pachytene nuclei, are identical to
those used in Figure 4.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s003
(TIF)
Figure S4.
HTP­1/2 and HIM­3 load normally onto chromosomes in pph­4.1 mutants. Top, immunofluorescence staining of axial element protein HTP­3 (middle) and HTP­1/2
(middle) shows complete overlapping localization (merged, right) in both wild­type and pph­4.1 mutant oocytes. Bottom, immunofluorescence of HTP­3 and HIM­3
shows equivalent patterns in both wild­type and pph­4.1 mutant oocytes.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s004
(EPS)
Figure S5.
RPA­1 localization to chromosomes is decreased in pph­4.1 mutants, in a manner similar to RAD­51 foci. Meiotic nuclei from the pachytene region are shown from
rpa­1:YFP (left) and rpa­1:YFP; pph­4.1 (right) animals. Upper images shows dual staining with DAPI (magenta) and RPA­1:YFP (green); lower images show the RPA­
1:YFP channel in grayscale for better visibility.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s005
(EPS)
Figure S6.
Illustration of semi­automated counting of RAD­51 foci in a rad­54 gonad at 24 h post­L4. (A) Nuclear volumes that have been automatically identified are outlined in
yellow; RAD­51 foci, constrained to lie within the 3D convex hull of nuclear points, are outlined in violet circles. Examples of mis­identified nuclei requiring manual
correction and counting are indicated with red outlines. DAPI staining is shown as inverse (dark staining = high intensity); RAD­51 foci are shown in green. Numbers
on axes correspond to pixel number. (B) A subset of nuclei (inset from A) is shown with the color scheme from the main text (DAPI shown in violet; RAD­51 foci
shown in green).
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s006
(EPS)
Figure S7.
Meiotic progression, synapsis, and SUN­1 phosphorylation are altered in aged pph­4.1 mutants. (A) Gonads from wild­type (left) and pph­4.1 (right) at 24 h and 72 h
post­L4 demonstrate the drastic loss of transition zone nuclei marked by SUN­1:Ser12P in older pph­4.1 animals. The distal end of the gonad is shown, comprised of
(from left to right) the mitotic zone, the leptotene/zygotene transition zone, early pachytene, and late pachytene. Nuclei with SUN­1:Ser12P signals are demarcated
with a blue dotted line. In pph­4.1 mutants at 72 h post­L4, SYP­1 immediately appears on the entire length of chromosomes after the mitotic cell cycle. In wild type
gonads, SYP­1 is first detected as foci and gradually elongates into full stretches of the SC during the transition zone. At 24 h post­L4, pph­4.1 gonads more closely
resemble wild­type gonads, indicating this change is age­specific. (B) Gonad regions corresponding to early pachytene in wild­type were images in each genotype.
SUN­1:Ser8P staining (middle column; green in merged images at right) is limited to transition zone (clustered nuclear morphology with no individual chromosome
distinguishable) or early pachytene (clustered nuclear morphology with a few chromosomes distinguishable) nuclei in pph­4.1 at 24 h post­L4 or in wild­type gonads at
both 24 h and 72 h post­L4. In contrast, SUN­1:Ser8P staining surrounds nuclei with late­pachytene (evenly distributed, individual chromosomes) appearance in pph­
4.1 oocytes at 72 h post­L4.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s007
(EPS)
Table S1.
Progeny viability, percentage of male progeny, larval arrest, and Dumpy (Dpy) progeny in pph­4.1 mutants compared to wild­type control. For each category, the
percentage of worms with the given phenotype is shown followed by the number of worms scored in parentheses. Embryonic inviability is derived from autosomal
missegregation at meiosis as well as mitotic defects. PPH­4.1 is essential for centriole functions during male spermatogenesis and embryogenesis [16], and thus
embryonic inviability of pph­4.1 mutant is likely due to the combined effect of meiotic and mitotic defects. Male (XO) or Dpy (XXX) self­progeny indicates X
chromosome missegregation, whereas progeny arrested at larval stage is likely to indicate autosomal aneuploidy or other mitotic defects. Crossprogeny of mutant
hermaphrodites with wild­type males had a modest but significant rescue of embryonic lethality (two­tailed chi­square test, P<0.0001).
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s008
(PDF)
Movie S1.
The X chromosome synapses homologously in pph­4.1 mutants. The movie shows a series of Z sections at 0.2 µm spacing taken with conventional deconvolution
fluorescence microscopy of a pph­4.1 mutant gonad at late pachytene. HTP­3 is shown in red; SYP­1 is shown in green; HIM­8 staining marking the pairing center
end of the X chromosome is shown in blue. The X chromosome pairing center appears as a single paired spot at or near the end of a continuous stretch of SC.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s009
(MOV)
Text S1.
Supplemental experimental procedures, including protocols for Western Blotting, qRT­PCR, FISH, RPA­1:YFP imaging, and RAD­51 focus quantitation.
doi:10.1371/journal.pgen.1004638.s010
(PDF)
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